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L' invention concerne la production de 
proteines heterologues chez des bacteries ^ Gram-posit if , 
notamment des bacteries lactiques. 

A cote de leurs usages traditionnels dans 
5 I'industrie agro-alimentaire, les bacteries lactigues 
sont actuellement de plus en plus utilisees en tant que 
cellules hotes pour la production de proteines 
heterologues d'interet. Ces proteines d' interet peuvent 
etre de nature tres variee, et il est done souhaitable de 

10 disposer du choix le plus large possible d'outils 
d' expression pour pouvoir optimiser leur production en 
fonction des specif icites de chacune d' entre elles. 

De maniere generale, il est necessaire 
d' utiliser des promoteurs forts , permettant d'obtenir un 

15 niveau d' expression suffisant du gene d'interet. Dans 
certains cas, on peut utiliser des promoteurs 
constitutifs ; dans d'autres cas (par exemple lorsque le / 
prpduit du gene d' interet est toxique pour la bacterie ^ 
hote ou risque d' interf erer avec le metabolisme de celle- 

20 ci) , il est preferable d' utiliser des promoteurs |' 
inductibles, permettant de declencher ou d'arrSter * 
1' expression au moment souhaitfe. 

Bien que les bacteries lactiques possedent de 
nombreux genes dont la transcription est regulee par 

25 divers facteurs, on ne dispose a I'heure actuelle que 
d' un choix relativement restreint de promoteurs 
inductibles utilisables en pratique pour la construction 
de cassettes d'' expression de genes d'interet (pour revue, 
cf. DE VOS, Curr. Op- Microbiol., 2, 289-295, 1999). En 

30 effet, cette utilisation demande non seulement que les 
promoteurs concernes soient regulables, mais encore qu'il 
existe un differentiel d' expression suffisant entre les 
differents §tats d' induction ; idealement, 1' expression 
doit atteindre un niveau 61eve en conditions d'^ induction, 

35 et pouvoir etre totalement bloqu^e en conditions de non- 
induction. En outre, il est necessaire de pouvoir 
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maitriser facilement les facteurs intervenant dans la 
regulation de ces promoteurs. 

Lors de travaux precedents^. visant a 
identifier des proteines exportees de L. lactis (POQUET 
5 et al., J. Bacteriol., 180, 1904-1912, 1998), les 
Inventeurs ont clone, en fusion avec le gene rapporteur 
AspNuc, un fragment d'ADN genoraique de la souche L. lactis 
iyiG1363, comprenant un gene denomme a I'epoque nlp3 {new 
l^ipo^rotein 3) , dont* le produit' presente des homologies 

10 avec une proteine de S. pneumoniae impliquee dans le 
transport des metaux. La sequence de ce fragment est 
disponible sur GENBANK sous le numero U95834. 

Les Inventeurs ont egalement observe que le 
gene nlpS etait negativement regule par des cations 

15 metalliques divalent s, notamment Zn""" (POQUET et al . « Use 
of a new reporter tool to demonstrate metal regulation of 
nlpSr a gene putatively involved in metal uptake in 
Lactococcus lactis » ; 6th Symposium on Lactic Acid 
. Bacteria, Veldhoven, Pays-Bas, 19-23 septembre 1999) . 

20 D' autre part, dans le cadre du. sequengage 

complet du genome de L. lactis IL1403, le gene nlpS, 
renomme zitS^ a 6te identifie en tant que constituant 
d'un operon, d6nomra6 zitRSQP (BOLOTIN et al., Antonie van 
Leeuwenhoelc, 76, 27-76, 1999 ; BOLOTIN et al.. Genome 

25 Res. 11, 731, 2001). Par homologie avec des sequences 
connues, des fonctions putatives dans le transport du 
zinc ont ete attribuees aux genes de cet op6ron, Ainsi, 
le produit du gene zitP const ituerait la permease du 
systeme de transport, les produits du gene ^itS et du 

30 gene zitQ assureraient respectivement la liaison avec le 
substrat et la liaison avec I'ATP, et le produit du gene 
zitRj^ qui presente des homologies avec la famille de 
represseurs transcriptionnels marR^ serait implique dans 

la regul ation du transpo rt du z inc. 

35 II n'avait jusqu'ii present pas ete envisage 

d''utiliser le systeme de regulation de I'operon zitRSQP 
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pour .controler 1' expression ■ de genes heterologues . En 
effet, bien qu'une regulation negative puisse §tre 
declenchee par I'ajout de zinc (POQUET et al., 1999 
precite) ^ le niveau d' expression de base observe en 
5 1' absence de cette regulation negative n' apparaissait pas 
suffisant pour permettre une production satisf aisante de 
proteines d'interet. En outre^ on ignorait si le 
represseur putatif ZitR etait ef f ectivement implique dans 
la repression de 1' expression de cet operon, et si 

10 d' autres regulateurs, notamment les regulateurs 
pleiotropes flp^ decrits comme intervenant dans la 
regulation du transport du zinc chez L. lactis ("GOSTICK et 
al., Mol. Microbiol., 31, 1523-35, 1999 ; SCOTT et al., 
FEMS Microbiol. Lett., 192, 85-89, 2000), pouvaient 

15 egalement Stre impliques, soit en tant que co- 
represseurs, soit au contraire en tant qu' activateurs 
6ventuels. 

Or, en poursuivant leurs 6tudes sur la 
regulation de I'operon zitRSQP^ les Inventeurs ont 

20 constate, en presence de tres faibles concentrations en 
Zn^*, un niveau maximal d' expression beaucoup plus fort 
que ce que I'on pouvait supposer d'apres les 
experimentations anterieures, et qui permet d' atteindre 
un facteur d' induction superieur a 100- En outre, ils ont 

25 constate que 1^ expression etait independante des 
regulateurs Tip, et pouvait etre totalement control^e par 
1' intermediaire de la proteine ZitR. 

L' etude de la structure du promoteur de 
I'operon zitRSQP de L. lactis a permis aux Inventeurs de 

30 mettre en evidence, outre les elements classiquement 
presents dans les promoteurs bacteriens, a savoir les 
boites -35 (TTGACA) et -10 (TATAAT) separees par 17pb, 
une sequence en palindrome chevauchant la bolte -35, qui 
represente tres probablement le site de fixation de ZitR. 

35 Les observations rapport§es ci-dessus 

permettent de supposer que * la regulation de zitRSQP 
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s'eff^ctue selon le mecanisme suivant : le represseur 
ZitR peut former avec le Zn^* intracellulaire un complexe 
presentant una affinite tr^s importante pour le site de 
fixation chevauchant la bolte -35 ; le complexe ZitR-Zn^"*" 
5 fixe sur le palindrome empeche I'^acces de I'ARN 
polymerase a la boite -35, et r6prime done la 
transcription ; en revanche, la forme non-complexee de 
ZitR ne se fixe pas sur le site -35, permettant la 
transcription de I'operon, qui s'effectue alors avec une 

10 grande efficacite. 

La regulation de I'operon zitRSQP par 
1' intermediaire de ZitR depend done de la concentration 
intracellulaire en Zn^"*", elle-meme fonction de la 
disponibilite en Zn^*** dans le milieu de culture. 

15 L'operon zitRSQP represente tres probablement 

un systeme de transport du zinc de tr^s haute affinite 
qui n'est utilise par la bacterie que dans des conditions 
de carence en zinc tres s6v6re, pour permettre la survie 
cellulaire ; en revanche, dans les conditions de culture 

20 habituelles sur milieux riches, le zinc est present en 
abondance dans 1' environnement , et transporte dans la 
cellule par des systemes de moindre affinite que le 
complexe ZitSPQ, dont la synthase est alors r6prim6e. 

Ces proprietes du systeme de regulation de 

25 I'operon zitRSQP de L. lactis mises en evidence par les 
Inventeurs perraettent de proposer son utilisation pour la 
production de proteines d' interet dans des bacteries- 
hotes, notamment des bacteries Gram-positif , et en 
particulier des bacteries lactiques. 

30 La presente invention a pour objet les 

differents aspects de cette utilisation. 

Selon une premiere variante^ la presente 
invention a pour objet une cassette d' expression 

c onstituee par : 

35 - un promoteur bacterien, denomm^ ci-apres 

Pzn/ contenant un site de fixation pour la proteine ZitR 



de Laptococcus lactis, lequel site comprend la sequence 
suivante : 

AAAAATAANGTNNNNNNNTTGACATTATTTTT 
(SEQ ID NO:l) , 

5 dans laquelle TTGACA represente la boite -35 dudit 
promoteur, et N represente A, C, G, ou T ; 

- une sequence codant pour un polypeptide 
pr6sentant au moins 80%, de preference au moins 85%, et 
de maniere tout a fait preferee au moins 95% d'identite 

10 avec la proteine ZitR de Lactococcus lactis (GENBANK 
AAK06214), placee sous controle transcriptionnel dudit 
promoteur ; 

- au moins un site de restriction permettant 
1' insertion d'une sequence nucleotidique d' interet sous 

15 controle transcriptionnel dudit promoteur. 

Selon un mode de realisation pref§re de la ■ 
pr6sente invention, le promoteur pzn comprend la sequence 
suivante : 

AAAAATAANGTNNNNNNNTTGACATTATTTTTNNNNNNNNNTATAAT 
20 (SEQ ID NO: 2) 

dans .laquelle TATAAT represente la boite -10 dudit 
promoteur. 

Selon un autre mode de realisation pre fere de 
la presente invention, ledit promoteur pzn contient un 
25 site de fixation pour la proteine ZitR de Lactococcus 
lactis comprenant la sequence suivante : 
AAAAATAAYGTTAACTGGTTGACATTATTTTT 
(SEQ ID NO: 3} , 

dans laquelle Y represente T ou C. 
30 A titre d' exemple de promoteurs pzn utilisables pour la 
construction d' une cassette d' expression conforme A 
1' invention, on citera : 

- le promoteur pza de la souche MG1363 de Lactococcus 
lactiSr qui comprend la sequence : 
35 AAAAATAATGTTAACTGGTTGACATTATTTTTACTTTGCTATATAATTAACCAGTA 
(SEQ ID NO: 4) ; 
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- le .promoteur pzn de la souche IL1403 de Lactococcus 
lactiSr qui comprend la sequence : 

AAAAAATAACGTTAACTGGTTGACATTATTTTTTCTTTGCTATATAATTAACCAGTA 
(SEQ ID N0:5) 

5 Selon une seconde variante^ la pr^sente 

invention a pour objet une cassette d' expression 
constitute par : 

- un promoteur bact6rien pzne tel que defini 

ci-dessus ; 

10 ^ - au moins un.site de restriction permettant 

1' insertion d'une sequence nucleotidique d' interet sous 
controle transcriptionnel dudit promoteur. 

La presente invention a egalement pour objet 
des cassettes d' expression resultant de 1' insertion d'une 

15 sequence nucleotidique d'interet dans une cassette 
d' expression conforme a la premiere ou a la seconde 
variante de 1' invention, sous controle transcriptionnel 
du promoteur pzn^ 

Ladite sequence nucleotidique d'' interet peut 

20 etre toute sequence que I'on souhaite exprimer sous 
controle transcriptionnel du promoteur pzn- H peut s'agir 
notamment de toute sequence codant pour une proteine 
heterologue d'interet que I'on desire produire dans une 
bacterie-hote ; ladite proteine peut le cas echeant etre 

25 une proteine de fusion, associant des sequences 
polypeptidiques d'origine diverse. 

Sont exclues toutefois les cassettes 
d' expression conformes a la premiere variante de 
1' invention et comprenant tout ou partie de la sequence 

30 codant pour la proteine ZitS de L. lactiSr fusionnee a un 
gene rapporteur. 

Des cassettes d' expression conformes a 
1' invention peuvent, le cas echeant, comprendre en outre 

l es elem ents n6c essaires pour perme ttre l^ adressag e de l a 

35 proteine d' interet a la surface cellulaire, ou sa 
secretion dans le milieu de culture. 



Dans ce cadre, la pr6sente invention a pour 
objet des cassettes d' expression resultant de 1' insertion 
d' une sequence nucleotidique codant pour un peptide 
d'adressage extracellulaire, et d'au moins un site de 
5 restriction permettant le clonage d' une sequence 
nucleotidique d' interet en fusion traductionnelle avec 
ledit peptide d'adressage, sous contr61e transcriptionnel 
du promoteur pzn, dans une cassette d' expression conforme a 
1' invention . 

10 Ledit peptide d'adressage peut etre par 

exemple un peptide signal de secretion, un domaine 
transmembranaire, un signal d' ancrage a la parol, etc. 

De nombreux peptides d'adressage utilisables 
dans le cadre de la presente invention sont connus en eux 

15 memes. A titre d' exemples non liraitatifs, on citera les 
peptides decrits dans la publication de POQUET et al . 
(1998, precite) , ou dans la publication de LE LOIR et al, 
(i^ppl. Environ. Microbiol,, 67, 4119-4127, 2001). 

Pour la production de proteines secr6tees, un 

20 peptide d'adressage extracellulaire pr^fere est le 
peptide signal de la proteine Exp4 de L. lactls^ qui 
repond a la sequence : 

MKKINLALLTLATLMGVSSTAVVFA (SEQ ID NO: 6) . 

La presente invention a egalement pour objet 
25 tout vecteur recombinant comprenant un insert constitue 
par une cassette d'' expression conforme a 1' invention. 

La presente invention a Egalement pour objet 
des bacteries a gram-positif transformees par au moins 
une cassette d' expression conforme ^ 1' invention. 
30 De preference, il • s'agit de bacteries 

lactiques, notamment des lactocoques, des lactobacilles 
ou des streptocoques thermophiles . 

Le cas 6ch6ant, il peut s'agir de bacteries 
provenant de souches bacteriennes comportant une ou 
35 plusieurs modifications de leur genome, visant a 
am^liorer la production et/ou la s6cr6tion de proteines 



I er aepoi 




exprimees dans lesdites bacteries, et/ou a eviter leur 
degradation. Par exemple, dans le cadre de la production 
de proteines exportees, on peut utiliser une souche 
bacterienne dans laquelle I'activite proteasique PrtP 
5 . et/ou I'activite proteasique HtrA sont inactives, telle 
que celle decrite dans la Demande PCT WO 00/39309 ou une 
souche bacterienne surproduisant une proteine permettant 
de stabiliser les proteines exportees, telle que la 
proteine Nlp4 de Lactococcus lactiSr ou un de ses 

10 horaplogues (POQOET et al. 1998, publication pr6citee) . 

La presente invention a egalement pour objet 
1' utilisation de cassettes d' expression ou de vecteurs 
recombinants conforines a 1' invention pour la production 
de proteines d'interet dans une bacterie ^ gram-positif , 

15 notamment des bacteries lactiques. 

Les cassettes d' expression conformes a la 
premiere variante de 1' invention peuvent etre utilisees 
dans une bacterie-hote, pour controler le moment de 
1' expression d'un gene d'interet ins6r6 dans le site de 

20 clonage, et le niveau de cette expression. 

Lorsque I'on cultive la bact6rie~h6te. en 
presence d'une quantite de zinc en exces par rapport a 
ses besoins, 1' expression du gene d' interet est 
totalement reprimee. La depletion en Zn^* du milieu de 

25 culture (qui peut s'effectuer simplement par addition 
d'un agent chelateur des cations divalents, tel que 
I'EDTA) permet de lever la repression, et de provoquer 
1' expression du gene. Le niveau d' expression peut etre 
facilement regule par la quantite d' agent chelateur 

30 ajoute. 

On peut aussi mettre en culture la bacterie- 
hote dans un milieu comprenant une quantite de zinc juste 
suffisante pour couvrir ses besoins pendant une periode 

donn6e de la cultur e ( par exemple pen dant la phase d e 

35 croissance) . Dans ce cas, I'epuisement du zinc a 1' issue 
de cette periode provoque I'' expression du gene d'interet. 



Dans ce cadre, la presente invention a pour 
objet un procede de production d'une proteine d' interet 
dans une bacterie a gram-positif , et notamment une 
bacterie lactique, caracterise en ce qu' il comprend : 
5 - 1' introduction dans ladite bacterie d'une 

cassette d' expression conforme a la premiere variante de 
1' invention, comprenant une sequence codant pour ladite 
proteine d' interet ; 

- la culture de ladite bacterie dans un milieu 
10 contenant une quantite de Zn^"** suffisante pour reprimer 

1' expression de ladite proteine ; 

1' induction de la production de ladite 
proteine par depletion en Zn^^dudit milieu ; 

- la recuperation de la proteine produite. 

15 Selon un mode de mise en ceuvre prefere du 

procede conforme k 1' invention, la depletion en Zn^* dudit 
milieu est obtenue par addition d' un ch^lateur des 
cations divalents , 

Selon un autre mode de mise en osuvre pr6fere 

20 de la pr6sente invention, la depletion en Zn^"*" dudit 
milieu est obtenue par culture de la bacterie jusqu^'a 
epuisement du Zn^^ initialement present dans le milieu. 

D'apres les experimentations effectuees par 
les Inventeurs sur la souche modele MG1363 de L. lactis^ 

25 le maintien pendant toute la duree de la culture d'une 
quantite de Zn^"*" suffisante pour reprimer 1' expression 
sous controle du systeme pzn/ZitR peut etre assure par 
1' utilisation d'^un milieu contenant en debut de culture, 
de I'ordre de 1 a 2 ^xM de Zn^*, le seuil de repression 

30 totals pouvant etre estim§ A entre lOOnM et lpl^4 de Zn^*. 
La concentration en Zn^"*" du milieu en dessous de laquelle 
on obtient la levee complete de la repression de pzn est 
tres faible (de I'ordre du nanomolaire, et au maximum de 
quelques nanomolaires) . La quantite de chelateur des 

35 cations divalents necessaire pour effectuer la depletion 
en Zn** et induire 1' expression sous controle du promoteur 



ifcjr ueput 




Pzn varie selon la quantite de Zn^'*' apportee initialement 
au milieu de culture ; a titre indicatif^ dans le cas de 
la souche MG1363, pour un milieu de culture riche tel que 
le milieu MI7, une depletion en Zn^* permettant d' induire 
5 une expression maximale peut etre obtenue a partir d'une 
concentration d'EDTA de I'ordre de 0^1 rnM ; en milieu 
SA, qui contient lOnM de Zn^"*" une depletion en Zn^" 
permettant d' induire une expression maximale peut etre 
obtenue a partir d'une concentration d'EDTA de I'ordre 

10 de 0^ 01 mM. ... 

Les quantit^s de Zn^"*" et d' agent chelateur de 
cations mentionnees ci-dessus sont donnees a titre 
indicatif. A partir de ces indications, et des autres 
informations fournies par le descriptif de la presente 

15 invention, 1 ' homme du metier peut facilement determiner, 
par des tests prealables, effectues par exemple en 
plagant un gene rapporteur sous controle du systeme 
Psn/ZitR dans une cassette d' expression conforme a 
1* invention, les quantites les plus appropriees selon 

20 I'espece ou la souche bact6rienne concernee, les 
conditions operatoires mises en ceuvre, telles que le 
milieu utilise, les modalites de I'ajout de Zn^"*" et/ou 
d' agent chelateur (par exemple^ en une seule fois, en 
plusieurs fois, en continu, etc-)r et le niveau 

25 d' expression souhaite. 

Des cassettes d' expression conformes ^ la 
seconde variante de 1' invention seront utilis^es de 
preference dans des souches de bacteries, notamment de 
lactocoques, dans lesquelles le represseur ZitR endogene 

30 est inactif, ainsi qu' eventuellement le complexe ZitSPQ. 
Dans ces conditions, le promoteur pzn constitue un 
promoteur fort, permettant 1' expression de la proteine 
d' interet pendant toute la duree de la culture, 

LI.inai::tixat^ip.n_jdu_r^c^,^ ZitR_ et du complexe ZitSPQ 

35 peut s'effectuer de maniere connue en elle-meme, 
notamment par mutagenese dirigee de I'operon zitRSQP. 



Dans ce cadre, la presente invention a pour 
objet un procede de production d'une proteine d' interet 
dans une bacterie a gram-positif dans laquelle le 
represseur ZitR endogene est inactif, caracterise en ce 
5 qu' il comprend : 

- 1' introduction dans ladite bacterie d' une 
cassette d' expression conforme a la seconde variante de 
1' invention, comprenant une sequence codant pour ladite 
proteine d' interet ; 

10 - la culture de ladite bacterie ; 

- la recuperation de la proteine produite. 

La presente invention peut etre mise en oeuvre 
par exemple : 

dans le domaine de la production de 
15 proteines heterologues d' interet therapeutique par genie 
g^netique, pour mieux contrdler la production de ces 
proteines par les cultures de bacteries transf ormees ; 

en Industrie agro-alimentaire, notamment 
dans la fabrication de produits fermentes, pour controler 
20 selon le stade de la fermentation, la production de 
proteines d' interdt permettant notamment d' inf luer sur la 
qualite du produit ferments fini. 

La presente invention sera mieux comprise a 
I'aide du complement de description qui va suivre, qui se 
25 refere a des exemples non-limitatif s, illustrant la 
construction de cassettes d' expression conformes a 
1' invention. 

EXEMPI.E 1 : REGULATION DE ZIT PAR ZN^"*" CHEZ L. LACTXS 

L' expression de zit en fonction de la 
30 concentration en Zn^^ du milieu est mesuree par 2 
techniques dif f erentes : 

*La mesure de I'activite Nuc de la fusion 
ZitRS-AspNuc, portee par le plasmide pVE8020, dans la 
souche de L. lactls iyiG1363. Le plasmide pVE8020 results 
35 du clonage du fragment d'ADN chromosomique de la souche 
MG1363 correspondant a pznzi ti^zitS' (GenBank U95834) dans 




le plasmide pFUN (POQUET et al . , 1998, precite ; GenBank 
AF038666) . 

*La quantification de I'ARNm de zitS dans la 
souche MG1363 sauvage (expression endogene de zitS) et 

5 dans la souche MG1363 transformee par pVE8020) . 

Effet du zinc sur l^acbivi-be Nuc sous controle du 
promoteur pzn 

La mesure de I'activite Nuc (nuclease de 
Staphylococcus aureus) est effectuee sur des boites de 

10 culture contenant du milieu chimiquement def-ini SA 
(JENSEN et HAMMER, Appl. Env, Microbiol. 59, 4363-66, 
1993) , qui comprend une quant ite minimale de chacun des 
elements necessaires a la croissance bacterienne, et est 
notamment pauvre en zinc (10 nM de ZnS04) , 

15 On effectue sur ce milieu un depot d' une 

solution de Zn^* (20 |-il de ZnS04 a 0,1M) sous forme d' une 
strie traversant la bolte, 

Apres absorption du depot de Zn^"^, on effectue 
2 depots de bacteries sous forme de 2 .stries paralleles 

20 . entre elles, et coupant perpendiculairement la strie de 
zinc : un depot temoin, (souche iy!G1363 transformee par un 
plasmide {pVE8009) portant la fusion Usp-AspNuc sous 
controle du promoteur Usp) et un d^pot de la souche 
MG1363 transformee par pVE8020 (MG1363 (pVE8020) ) . 

25 L' incubation pendant une -nuit a 30 °C des 

boites permet la croissance des bacteries et la creation 
d' un gradient de concentrations en Zn^**" decroissantes par 
diffusion ^ partir de la strie de ZnSO^. 

On realise un test colore de I'activite 

30 nucleasique, en d^posant sur les boites une surcouche de 
detection contenant du bleu de toluidine et en incubant a 
37°C (LACHICA et al., Appl . Microbiol. , 21, 585-87, 1971; 
LE LOIR et al., J. JBacteriol., 176, 5135-39, 1994) : 
• l-^-a-ct-ivd-te—Nuc — e-st — de-t-eot-ee -pa-r — 1-e— v-i-rage— a-u — i=ob^ — de — 1-a 

35 surcouche de detection, formant un halo autour des stries 
de depots bacteriens. 



Alors que le halo observe autour de la strie 
correspondant au depot temoin est de taille et 
d' intensite constante sur toute la longueur de la strie 
bacterienne (ce qui indique que ni I'activite nucleasique 
5 d' Usp-AspNuc, ni son exportation, ni son expression ne 
dependent du Zn^"^) , celui observe autour de la strie 
correspondant au depot MG1363 {pVE8020) est limite a 
I'extremite la plus eloignee du dep6t de zinc, ou sa 
largeur et son intensite sont comparables a celles 

10 observees pour le depot temoin ; 1' intensite decroit a 
I'approche du depot de zinc, et on n'' observe aucun halo 
au voisinage de 1' intersection avec celui-ci. 

II apparait done que des concentrations 
elevees de zinc repriment 1' expression du promoteur de 

15 I'operon zitRSQP. 

Effe-b de l^EDTA sur l^activxte Nuc sous controle du 
promo -beur pzn 

La mesure de I'activite Nuc est effectuee sur 
des boites de culture contenant du milieu M17 (TERZAGHI 
20 and SANDINE, Appl . Environ. Microbiol., 29, 807-13, 1975) 
riche en zinc* 

On effectue un depot d'une solution d' EDTA 
(20 |.l1 a 0,1M), ainsi qu'un depot de la souche MG1363 
contenant le plasmide temoin, et un • depot de la souche 
25 MG1363 (pVE8020) sous forme de stries, • corome decrit ci- 
dessus • 

Apres incubation a 30 °C pendant une nuit, 
I'activite Nuc est detectee comme decrit ci-dessus. 

Le halo observe autour de la strie 
30 correspondant au depot temoin est, comme celui observe 
dans le cas du zinc> de taille et d' intensite constante 
sur toute la longueur de la strie. En revanche, de fagon 
surprenante, celui observe autour de la strie 
correspondant au depot MG1363 (pVE8020) est, au voisinage 
35 du depot d'EDTA, beaucoup plus intense que celui du depot 
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temoin ; I'intensite decrolt tres rapidement lorsque I'on 
s'eloigne de cette intersection. 

II apparait done que I'EDTA induit 
1' expression du promoteur de I'operon zitRSQP, Le niveau 
5 d' expression apparait en outre plus eleve que celui 
observe a distance de la strie de zinc dans 
1' experimentation precedente, et en outre plus eleve que 
celui du temoin, contr61e par le promoteur Usp : on peut 
done atteindre un tres fort niveau d' induction de pzn zitR 
10 grSce a des concentrations en EDTA qui n'affectent pas la 
croissanee bacterienne (corame 0,1M en M17) . 

Evaluation quan-bitative de l^effet de l^EDTA sur 
l^activite Nuc sous controle du promoteur pzg 

Pour ^valuer quantitativement I'effet de 
15 I'EDTA sur I'activite Nuc exprim6e sous controie du 
promoteur de l'op6ron zitRSQP, les experimentations 
suivantes sont effectuees : 

La souche MG1363 transformee par pVE8020 est 
cultivee en milieu M17 supplemente en erythromycine a 
20 5 pg/1, jusqu'en phase exponentielle (DOeoo = 0,3) ou 
stationnaire (DOeoo = 1/2). Cette culture est divisee en 4 
sous-cultures ; 3 d'entre elles sont alors additionnees 
d'EDTA a diverses concentrations finales (3,3 mD'l ; 
0,33 mM ; 0,033 mM) ; la quatri^me ne regoit pas 
25 d' addition d'EDTA (0 mM EDTA). Apres- 30 min ou lh30 
d' incubation, des echantillons de chaque culture sont 
preleves. Le nombre de cellules de chaque echantillon est 
normalise en adaptant le volume de fagon a obtenir un 
nombre de cellules equivalent a celui celui de 1 ml de 
30 culture a DOeoo = 1. 

Les cellules sont ensuite lysees et 
precipitees par un traitement a I'acide tri- 
chloroacetique concentre (16,7%), lavees a I'acetone 

(-8 0-%-) — e t — ^r epr i-ses— da-n-s— 10 0— p-1— de- 1 ampon—T-rd-s — (-5 0— mM— pH^H — 

35 lOpl de chaque echantillon ainsi traite sont deposes sur 
une boite contenant du milieu de detection de I'activite 



Nuc (LACHICA et al., 1971 ; LE LOIR et al . , 1994, 
precite) - L'activite Nuc est evaluee par la caille du 
halo et I'intensite de la coloration rose autour de 
chaque depot. Pour une Evaluation quantitative du niveau 
5 d'activite, on depose sur la meme bolte une gamme etalon 
de proteine Nuc purifiee (dilution de 4 en 4 a partir de 
400 ng) . 

On constate que la taille .du halo et 
1' intensite de la coloration varient en fonction de la 

10 concentration en EDTA qui a ete utilisee pour traiter les 
cellules . En 1' absence d' EDTA, on observe un halo tres 
fin sans coloration nette ; a 0,033 luM d'EDTA, on observe 
un fin halo, nettement colore en rose ; a 0,33 mM, on 
observe un halo large, de coloration rose tres intense. 

15 On n' observe aucune augmentation de la taille et de 
I'intensite du halo de 0,33 a 3,3 mM. Aucune .difference 
significative de la taille et de I'^intensite du halo 
n'.est notee entre 1' addition d' EDTA effectu6e en phase 
exponentielle et celle effectu6e en phase stationnaire, 

20 ni entre les deux temps d' incubation (30 mn ou Ih 30) . 

Ces resultats indiquent que le niveau 
d' induction de 1' expression de pzn augmente avec la 
concentration en EDTA ajoutee, jusqu'a un seuil de 
saturation (qui est atteint en milieu M17, dans les 

25 conditions experimentales decrites . ici, pour une 
concentration en EDTA de I'ordre de 0,33 mM, quelle que 
soit la phase de croissance et le temps d' incubation) . 

La comparaison avec la gamme etalon de 
proteine Nuc purifiee permet d'estimer que le niveau 

30 d' induction obtenu par addition de 0,33 mM d' EDTA en 
milieu M17 est de I'ordre de 100. 

Effet du zinc sur la -branscription de l^operon z±t 

Les souches utilisees sont la souche sauvage 
de L. lactis subsp cremoris MG1363, et sa derivee mutante 
35 FNR (double mutant flpA flpB, SCOTT et al., 2000, 
pr6cite ; GOSTICK et al., 1999,' precite). Les genes flp 
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sont .des regulateurs pleiotropes intervenant notamment 
dans le transport du zinc : chez FNR, la concentration 
intracellulaire en zinc est sept a huit fois plus faible 
que celle de la souche sauvage (GOSTICK et al., 1999, 
5 pr§cite) . 

A partir d' une preculture d' une nuit de chaque 
souche en milieu SA supplements en erythromycine a 
5 ug/1, et pour FNR uniquement, en tetracycline a 5 pg/1, 
on effectue une culture a 30**C en milieu SA (dont la 

10 concentration .en Zn^"*" est de lOnM) . En phase exponentielle 
precoce (DOeoo 0^07 a 0,08), cette culture est divisee en 
deux parties : I'une ( + ) est additionnee de ZnSO^ pour 
obtenir une concentration finale en Zn^ de 2 \iM (qui 
n' affects pas la croissance) ; 1' autre (-) ne recoit 

15 aucune addition. La culture est poursuivie sans 
modification jusqu'en phase exponentielle (DOgoo = 0,2) ou 
stationnaire (DOeoo = 0,8), L'ARN des bacteries est alors 
extrait selon le protocole decrit par RAYA et al., {J. 
Bacterial. r 180, 3174-80, 1998). 

20 Apres 1 ' extraction, la concentration en ARN 

est 6valuee par mesure de la DO260 : 60 pg d'ARM sont 
deposes sur un gel k 1% d' agarose. Apres migration et 
transfert sur une membrane de nylon, les transcrits zitRS 
sont detectes par transfert de Northern, avec une sonde 

25 sp6cifique du gene zitS. 

Les r6sultats sont illustrSs par la Figure 1 . 
Ces resultats montrent que I'on n' observe un 
ARNm spScifique de la taille attendue pour zitRS qu'en 
l'^ absence (-) d' addition de Zn^"** et jamais en sa presence 

30 ( + ) quelle que soit la souche, et quelle que soit la 
phase de croissance au moment de 1' addition. 

Cela montre 1) que la repression par le Zn"' 
de 1' expression de I'operon zit s' effectue au niveau 

1 r a n s c.r.i p.t i p n n^ 1., ^2J qn!^el Le e.sj: tixta Le pj:lu x u n e. 

35 concentration en Zn^* du milieu de 2ijM, et 3) qu'elle est 
independante des g^nes fip, puisqu'elle s'exerce dans le 
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mutant FNR. Ce dernier point indique que la regulation 
par le Zn^*** depend entierement du r^gulateur zitR. 

En absence d' addition de Zn^*, on observe un 
niveau d' expression tres fort, sauf pour la souche MG1363 
5 en phase exponentielle, ou I'on observe qu'une faible 
expression. Ces resultats indiquent que malgre la tres 
faible concentration en Zn^* (10 nM) du milieu SA de 
depart, la concentration intracellulaire en Zn~" au monent 
de la phase exponentielle ou a ete effectue le 

10 prelevement est encore suffisante, dans le cas de la 
souche iyiG1363, pour reprimer fortement la transcription 
de I'^operon zit. En revanche^ en phase sta::icnaaire^ 
apres epuisement du Zn^"*" present dans le milieu, 
1' expression est tres forte. Dans le cas de la souche 

15 FNR, la concentration en Zn^**" de 10 nM du milieu de depart 
est insuffisante pour assurer, meme pendant la phase 
exponentielle, une concentration en Zn^* intracellulaire 
r^primant la transcription de I'operon zit, 

11 apparalt done que 1' induction de 

20 1' expression depend directement de la concentration 
intracellulaire en Zn^"*", et que celle-ci doit etre tres 
faible pour obtenir une expression maximale* 
Ceci peut etre obtenu notamment : 
1) En abaissant la concentration extra- 

25 cellulaire en Zn^"^ ; celle-ci doit en effet etre tres 
inferieure a lOnM, ou I'on observe encore une repression 
importante. abaissement de la concentration extra- 

cellulaire en Zn^"*" peut par exemple s'effectuer par 
1' addition d'un agent chelateur comme I'EDTA (quelle que 

30 soit la phase de croissance) , ou en operant en phase 
stationnaire, dans des conditions ou le Zn^* initialenent 
present dans le milieu a ete consomme par les bacteries 
au cours de la croissance, ou par une corabinaison de ces 
deux moyens . 

35 2) En utilisant des mutants dans lesquels le 

transport du zinc est affecte, et qui ' possedent de ce 
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fait .une concentration en Zn^^ intra-celluiaire tres 
faible, tels que la souche FNR mentionnee ci-dessus. 
EXEMPLE 2 : CONSTRUCTION DE VECTEURS D' EXPRESSION SOUS 
CONTROLE DU SYSTEME DE REGULATION DE L'OPERON ZITRSQP 
5 Construc-blon de plasmxdes con tenant le systeme de 
regulation de l^operon zxt^RSgP 

Plasmide pDIll 

Le systeme promoteur-regulateur pzr^-zitR de la 
souche MG1363 est obtenu par amplification PGR (kit 
iO DyNAzyme EXT de FINNZYiyiES) d'une partie de ' 1' insert 
PznZltRzitS' (GenBank U95834) du plasmide pVE8020 avec les 
oligonucleotides oligo 9 et oligo MUT : 

Oligo 9 : 5' -CT7\ATGAGCGGGCTTTTT-3' (SEQ ID NO: 7) 

Oligo MUT : 5' -GCTCTA6AGCGGGATCCTTCATCGAAACTCTTCAG-3' 

15 (SEQ ID NO: 8) 

Oligo 9 s'hybride avec le site de clonage 
multiple (MCS) de pFUN, et permet d' amplifier tout insert 
clone dans ce vecteur. Oligo MUT permet d'eliminer le 
site de fixation potentiel des ribosomes (RBS) de zitS et 

20 pour faciliter le clonage du fragment PGR : sa sequence, 
situee dans la zone de chevauchement entre zitR et zitS, 
presente deux mutations (soulignees) dans le RBS (la 
sequence sauvage 5' -GGAGGAG-3' est mutee en 5' -TGAAGAG- 
3', complementaire de 5' -CTCTTCA-3' dans 1' oligo MUT) et 

25 les deux sites de restriction BamUl et Xbal (en gras) . 

La sequence de la region du plasmide pyE8020 a 
partir de laquelle est effectuee 1' amplification 
(SEQ ID NO: 9) est representee sur la Figure 2. Les 
chiffres a gauche de la sequence correspondent a la 

30 numerotation de la sequence enti^re du plasmide pVE8020. 
Les zones d' appariement des amorces oligo 9 et oligo MUT 
sont representees en gras et avec des filches. Les 
sequences codant pour ZitR et une partie de ZitS sent 
indiquees. Les RBS {sites de fixation des "ribos ome s )" 

35 potentiels de zitR et zitS sont encadres, et les codons 
d' initiation de la traduction ATG sont soulignes. Les 



boites -35 et -10 du promoteur sont encadrees ec 
surlignees en gris ; le site potentiel d' initiation de la 
transcription est indiqu6 par un soulignement double. 

Le produit d*^ amplification de 700 pb est 
5 traite par le fragment Klenow (PolIK) de I'ADN polymerase 
d' Escherichia coli, puis par Xbal. Ce fragment modifie 
est purifie et clone dans le vecteur pFUN, prfealablement 
diger6 par EcoRV et Xbal : le melange de ligation 
(fragment + pFUN + ligase du phage T4) est utilise pour 

10 electroporer la souche MG1363 de Lactococcus lactis, et 
des clones resistant a 1' erythromycine sont selectionnes 
sur milieu solide M17 + glucose 0,5% -f- erythromycine 
5 )uLg/mL. Un de ces clones, contenant un plasmide 
recombinant de 8,2 kb, denomme ci-apres pDIll, est 

15 choisi. 

Les 6tapes de la construction de ce plasmide 
sont representees sur la Figure 3a. 

II contient la totalite de la sequence codant 
pour ZitR, ainsi qu'une sequence 5' comprenant le 
20 promoteur pzn- Cette sequence 5' (SEQ ID NO: 10) est 
representee ci-apres (jusqu'au site potentiel 
d' initiation de la transcription): 

GATCTGTCAGCTGGTTCAACTAGCGGTGGTCAAACTGTTAGTAATAAAACTTATTGT 

TTTGATGTTCGGCTTAAGGATGGAAGGATTTTTCAAATAAAAAAGTAAAAAATAJ\TG 

25 TTAACTGGTTGACATTATTTTTACTTTGCTATATAATTAACCAGTA 

* 

Plasmide pDI12 

pDIll est digere par EcoKl et EccRV et traite 
par PolIK pour obtenir un fragment lineaire de 8,18 kb 
depourvu des sites de restriction du MCS de pFUN (ce qui 

30 permet de les introduire ulterieurement ailleurs dans la 
construction), puis traite par la ligase du phage T4 . La 
souche MG1363 est electroporee par le melange de 
ligation, et un clone resistant a 1' Erythromycine et 
contenant le plasmide pDI12 est selectionne comme decrit 

35 ci-dessus. 
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Plasmide pDIlS 

Le plasmide recombinant pDI15 est un derive de 
pDI12 dans lequel le site de restriction NsiZ (localise 
entre les genes ermAM et repD, en position 2014 de pDI12) 
5 est elimine, ce qui permet de I'introduire ulter ieurement 
ailleurs dans la construction, pDI15 est digere par A^sil 
et traits par la ligase du phage T4 • Apres ligation, et 
transformation de iyiG1363, des clones resistant a 
1' erythromycine sont s^lectionnes comma precedemment . Un 
10 clone contenant - un plasmide recombinant de 8>18 kb 
insensible a la digestion par Wsil est choisi : ce 
plasmide est denomme ci-apres pDIlS. 

Les etapes de la construction de pDIlS sont 
representees sur la Figure 3b. 

15 Cons-bructxon de plasmxdes con-benanfc un gene rapporteur 
sous con-brole du systeme de regulation de 1 * operon 
zxtRSQP 

Plasmide pDI24 

pDI24 comprend les Elements suivants : une 

20 sequence codant pour une proteine rapporteur permettant 
de tester le systeme, suivie par un terminateur. 

La proteine rapporteur choisie est NucB, la 
forme depourvue de peptide signal de la nuclease Nuc de 
Staphylococcus aureus (SHORTLE, Gene/ 22, 181-189, 1983). 

25 Son cadre ouvert de lecture est clone dans le plasmide 
pSECl (ou PVE3684, CHATEL et al, Clin, Diagn . Lab, 
Immunol., 8, 545-551, 2001) sous le controle du promoteur 
Pnis (inductible par la nisine) pour la transcription, et 
des signaux d' Usp45 de L. lactis pour la traduction 

30 (RBSUsp45 et codon d' initiation) et la secretion (peptide 
signal PSUsp45) : 1' ensemble Pnis"RBSUsp45-?3Usp45 est 
clone dans pDI24 . 

Le terminateur choisi est le terminateur T1T2 
( PESCHKE~e t 'alT J . MoIT Biol . 7 "1867 " 5?7 -"s sF, 1985)"""qur 

35 provient du plasmide pVE5239 (DIEYE et al, J. Bacterid., 
183, 4157-4166, 2001) . 



Pour la construction de pDI24, pSSCl est 
digere par Xhol, traite par I'ADN polymerase du phage T4 , 
et digere par Clal, pour obtenir une forme lineaire de 
3,8 kb. En parallele, pVE5239 est digere par Sad, traite 
5 par I'ADN polymerase du phage T4, et digere par Clal, 
pour , obtenir un fragment de 217 pb contenani: le 
terminateur T1T2. Ce fragment est purifie et ligature 
avec la forme lineaire du vecteur pSECl, et le melange de 
ligation est utilise pour transformer la souche TGI d'E. 

10 coll. Des clones resistant au chloramphenicol sont 
selectionnes sur boltes LBT + chloramphenicol 12^5 ).ig/mL. 
Un de ces clones, contenant un plasmide de 4 kb denomme 
pDI24, est choisi. 

Les etapes de la construction de pDI24 sont 

15 representees sur la Figure 4. 
Plasmides pDI1224 et pDIlSl 

La fusion PSUsp45-NucB est placee sous le 
controle du systeme d' expression pz^^-zitR dans les 
plasmides pDI12 et pDIlS, pour produire les plasmides 

20 pDI1224 et pDI151. 

PDI1224 

pDI12 est digere par Xhal, traite par I'ADN 
polymerase du phage T4, puis digere par BamHI, pour 
obtenir une forme lineaire de 8,1 kb," En paralli^le, pDI24 

25 est digere par SacII, traite par I'ADN polymerase du 
phage T4, et digere par BamYH, pour obtenir un fragment 
de 932 pb contenant le cadre ouvert de lecture de la 
proteine rapporteur NucB (sous le controle de RBSUsp4 5 et 
de PSUsp45) , et le terminateur de transcription T1T2. Ce 

30 fragment de 932 pb est purifie et ligature avec la forme 
lineaire du vecteur pDI12, et le produit de ligation 
utilise pour transformer MG1363- Les transf ormants sont 
selectionnes sur du milieu solide Mil + glucose 0,5%, + 
erythromycine 5).ig/mL + EDTA 0,2 mM. L' EDTA permet 

35 d' induire, grace au systeme pzn-2:iti^, 1' expression du 
rapporteur, et done d' ef f ectuer un premier crible du 
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phenotype Nuc* des clones recombinants. Le test d' activate 
Nuc est effectue selon le protocole decrit par L£ LOIR at 
air (J. Bacteriol. 176, 5135-5139, 1994). 
pDIlSl 

5 pDIlS et PDI1224 sont digeres par SamRl et 

SuTaBI : cela donne lieu, pour le premier, a un vecteur 
lineaire tronque dans le gene eirmAM (qui confere la 
resistance a 1' erythromycine) , et, pour le second, a un 
fragment complementaire de 2,043 kb qui contient : le 
10 -systeme d'expression pzn-zitR, la proteine rapporteur Nuc3 
(sous le controle de RBSUsp45 et PSUsp45 ), le 
terminateur T1T2 et la partie 5' du gene ermAM eliminee 
de pDIlS. 

Le melange de ligation est utilise pour 

15 transformer MGlSeS, et les plasmides recombinants 
selectionnes de la m§me manifere que pour obtenir pDI1224, 
ce qui permet de confirmer que le clonage reconstiuue le 
gene ermAM intact et retablit la capacite des clones 
. recombinants a resister a 1' erythromycine . 

20 pDI1224 et pDIlSl, dont les tallies sont 

respectivement de 9 et 12 kb, sont identiques a 
1' exception de la presence ou de 1' absence du site Msil 
(present en position 2014 dans pDI1224), Tous deux 
portent le systeme d' expression pz^-zitR. 

25 Les etapes de construction de pDI1224 et 

pDIlSl sont representees sur la Figure 5. 

L' insert de ces plasmides contenant le gene 
rapporteur codant pour NucB, sous controle du sysceme 
d' expression pzn-zitR, est schematise sur la Figure 6. 

30 EXEMPLE 3 : CONSTRUCTION DE PIASMIDES CONTENANT UNE 
SEQUENCE CODANT POUR UN PEPTIDE SIGNAL DE SECRETION 

Ces plasmides sont construits par substitution 
du signal de secretion PSUsp45 des plasmides pSEC et 
pDlTsi par"Te systeme de"sicretion d'^xpT! 
35 La sequence codant pour le peptide signal 

d'Exp4 (PSExp4), accompagnee des signaux de traduction 
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d'Exp4, c' est-a-dire son RBS [ou RBSExp4] et son codon 
d' initiation de la traduction) est clonee a partir du 
plasmide pVE8022 (POQUET et al, 1998), en utilisant les 
oligonucleotides Exp4-5 et Exp4-3, dont les sequences 
5 sont : 

Exp4-5 : 5' -GTTCTAAGGATCCATTAACTTAAGGAG-3' 
(SEQ ID NO: 11) 

Exp 4-3 : 5 ' -AAGTAGATGCATCAGCAAATACAACGGC- 3 ' 
(SEQ ID NO: 12) 

10 Ces amorces sont basees sur la partie 5' du 

gene exp4 de MG1363 (GenBank U95836) ) . 

Exp4~5 et Exp4~3 introduisent des sites de 
restriction (en gras) aux extremites de ?S£xp4 pour 
faciliter son clonage, respectivement BamHl en 5' (en 

15 amont de RBSExp4 [code par AGGAAG dans Exp4-5]) et iVsil 
en 3' (en aval du site de clivage potentiel de PSExp4) . 
Le site Nsil est introduit a une position qui permet le 
clonage de PSExp4 en phase avec NucB et qui perturbe peu 
la sequence : deux acides amines se trouvent inseres a 

20 I'extremite N-terminale de NucB, Asp qui est le premier 
acide amin§ de la forme mature d' Exp4 (code par GAT dans 
Exp4-3) et Ala qui provient de 1' insertion de Nsil (code 
par GCA dans Exp4-3) . L' introduction d'une charge 
negative (Asp) et d' un petit acide amine (Ala) en aval du 

25 peptide signal d' une proteine secretee est une situation 
favorable pour une bonne efficacite de secretion (du fait 
de 1' orientation correcte du peptide signal dans la 
membrane : c'est I'^extremite C-terminale chargee 
negativement qui est transloquee a travers la membrane, 

30 alors que I'extremite N-terminale chargee positivement 
reste du cote cytoplasmique) . 

L' amplification par Exp4-5 et Exp4-3 a partir 
de I'ADN du plasmide pVE8022 produit un fragment de 
117 pb- 

35 Le peptide code par ce fragment repond A la 

sequence MKKINLALLTLATLMGVSSTAVVFa4'DA (SEQ ID NO: 13) qui 
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correspond a la sequence du peptide signal d'Exp4, 
jusqu'au site predit de clivage (indique par une fleche) 
suivi de deux acides amines inseres en amont de NucB. 

Pour le clonage d'une proteine d' interet a la 
5 place de NucB, un troisieme acide amine sera introduit 
dans certains cas pour que PSExp4 et la proteine 
d' interet soient en phase, Ceci peut s'effectuer par 
exemple en introduisant la sequence NbSATGCATCA 
(SEQ ID NO: 14) a 1' extremity 5' de 1' amorce 5' qui 

10 servira a 1' amplification PGR du cadre de lecture de 
ladite proteine d'inter§t. Cette sequence introduit un 
site Nsil (en gras) et un codon (TCA) correspondant A un 
petit acide amine (Ser) , qui ne perturbe que peu la 
structure de la proteine. 

15 Le fragment de 117 pb resultant de 

1' amplification PGR du plasmide pVE8022 avec les 
oligonucleotides Exp4-5 et Exp4~3, est digere avec Baiv.Hl 
et Nsil. 

Ge fragment (PSExp4)est clone dans le vecteur 
20 pDIlSl, ou dans le vecteur pSEGl, deletes de PSUsp45 par 
digestion par BamHl et Nsil. Le melange de ligation est 
utilise pour transformer MG1363 ou TGI, et les clones 
resistant a 1' antibiotique correspondant (respect ivement 
erythromycine ou chloramphenicol) sont s61ectionnes . 
25 Les plasmides resultants, pDI151-PSE:<p4 , et 

pSEG-PSExp4, sont respectiveraent repr^sentes sur les 
Figures 7 A et 7B. 




REVENDICATIONS 

1) Cassette d' expression constituee par : 

- un promoteur bacterien, denomme ci-apres 
Pzcf contenant un site de fixation pour la proteine ZitR 
de Lactococcus lactis^ lequel site comprend la sequence 
suivante : 

AAAAATAANGTNNNNNNNTTGACATTATTTTT 
(SEQ ID N0:1) r 

dans laquelle TTGACA represente la boite -35 dudit 
promoteur, et N represente A, C, G, ou T ; 

une sequence codant pour un polypeptide 
presentant au moins 80% d' identite avec la proteine ZitR 
de Lactococcus lactis, placee sous controle 
transcriptionnel dudit promoteur ; 

- au moins un site de restriction permettant 
1' insertion d'une sequence nucleotidique d' interet sous 
controle transcriptionnel dudit promoteur . 

2) Cassette d' expression selon la 
revendication 1, caracterisee en ce que le promoteur pzn 
comprend la sequence suivante : 

AAAAATAANGTNNNNNNNTTGACATTATTTTTNNNNNNNNNTATAAT 
(SEQ ID N0:2) , 

dans laquelle TATAAT represente la boite -10 dudit 
promoteur. 

3) Cassette d' expression selon la 
revendication 2, caracterisee en ce que le promoteur pzr, 
comprend une sequence choisie parmi : 

- la sequence : 

AAAAATAATGTTAACTGGTTGACATTATTTTTACTTTGCTATATAATTAACCAGTA 
(SEQ ID NO:4) ; 

- la sequence : 

AAAAAATAACGTTAACTGGTTGACATTATTTTTTCTTTGCTATATAATTAACCAGTA 
(SEQ ID NO: 5) 

4) Cassette d' expression constituee par : 

- un promoteur bacterien pznr tel que defini 
dans les revendications 1 a 3 ; 
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- au moins un site de restriction perniettant 
1' insertion d'une sequence nucleotidique d' interet sous 
controle transcriptionnel dudit promoteur. 

5) Cassette d' expression resultant de 
1' insertion d'une sequence nucleotidique codant pour un 
peptide d'adressage extracellulaire, et d' au moins un 
site de restriction permettant le clonage d' une sequence 
nucleotidique d'int6ret en fusion traductionnelle avec 
ledit peptide d'adressage, sous controle transcriptionnel 
du. promoteur pzn, dans une cassette d' expression selon une 
quelconque des revendications 1 a 4, 

6) Cassette d' expression selon la revendica tion 5, 
caracterisee en ce que ledit peptide d'adressage 
extracellulaire est un peptide signal de sequence : 
MKKINLALLTLATLMGVSSTAWFA (SEQ ID NO: 6) • 

7) Cassette d' expression resultant de 
I'insertion d'une sequence nucleotidique d' interet sous 
controle transcriptionnel du promoteur pzn, dans une 
cassette d' expression selon une quelconque des 
revendications 1 a 6, ^ 1' exclusion des cassettes 
d' expression comprenant tout ou partie de la sequence 
codant pour la proteine ZitS de L. lactis, fusionnee a un 
gene rapporteur. 

8) Vecteur recombinant comprenant un insert 
constitue par une cassette d' expression selon une 
quelconque des revendications 1 a 7. 

9) Bacterie a gram-positif transformee par au 
moins une cassette d' expression selon une quelconque des 
revendications 1^7. 

10) Bacterie selon la revendicat ion 9, 
caracterisee en ce qu'il s'agit d' une bacterie lactique. 

11) Utilisation d'une cassette d' expression 
selon une quelconque des revendications 1 a 7, ou d' un 
vecteur recombinant selon la revendicat ion 8, pour la 
p'roBuction d"''une pr6TeTneni'l.nt6r§t~dar7s une bacterie I" 
gram-positif. 
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539sll6.ST25.txt 
SEQUENCE LISTING 



<110> INRA 

<120> CASSETTES D* EXPRESSION PROCARYOTES REGULEES PAR LE ZINC 

<130> M3Pbv539/116 

<160> 14 

<170> Patentin version 3.1 

<210> 1 

<211> 32 

<212> DNA 

<213> Artificial Sequence 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle: sequence consensus du 
promoteur bacterien pzn 

<220> 

<221> misc_feature 

<222> (9) . , (9) 

<223> N represente A, c, G ou T 
<220> 

<221> misc_feature 

<222> (12) . . (18) 

<223> N represente A, c, G ou T 

<220> 

<221> -35_signal 

<222> (19).. (24) 
<223> 
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539sll6.ST25.txt 

<400> 1 

aaaaataang tnnnnnnntt gacattattt tt 32 

<210> 2 

<211> 47 

<212> DNA 

<213> Artificial Sequence 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle: sequence consensus du 
promoteur bacterien pzn 

'<220> 

<221> niisc_feature 

<222> (9)..C9) 

<223> N represente A, C, G ou T 
<220> 

<221> misc_feature 

<222> (12) . . (18) 

<223> N represente A, c, G ou T 

<220> 

<221> -35_signa1 

<222> (19) . . (24) 
<223> 

<220> 

<221> misc_feature 

<222> (3 3).. (41) 

<223> N represente A, c, G ou T 

<220> 

<221> -10_signal 
<222> (42) . . (47) 
<223> 

page 2 



539sll6.ST25.txt 

<400> 2 

aaaaataang tnnnnnnntt gacattattt ttnnnnnnnn ntataat 

<210> 3 

<211> 32 

<212> DNA 

<213> Lactococcus lactis 
<220> 

<221> misc_feature 

<222> (9) . . C9) 

<223> Y represente T ou C 

<220> 

<221> -35_signa1 

<222> (19) . . C24) 
<223> 

<400> 3 

aaaaataayg ttaactggtt gacattattt tt 

<210> 4 

<211> 56 

<212> DNA 

<213> Lactococcus lactis 
<220> 

<221> -35_signal 

<222> (19) . . (24) 
<223> 

<220> 

<221> -10_signal 

<222> (42) . . (47) 
<223> 
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• 



539sll6.ST25.txt 



<400> 4 

aaaaataatg ttaactggtt gacattattt ttactttgct atataattaa ccagta 

<210> 5 

<211> 57 

<212> DNA 

<213> Lactococcus lactis 
<220> 

<221> -35_signal 

<222> (20).. (25) 
<223> 

<220> 

<221> -10_signal 

<222> (43) . . (48) 
<223> 

<400> 5 

aaaaaataac gttaactggt tgacattatt ttttctttgc tatataatta accagta 

<210> 6 
<211> 25 
<212> PRT 

<213> Lactococcus lactis 
<400> 6 

Met Lvs Lvs lie Asn Leu Ala Leu Leu Thr Leu Ala Thr Leu Met Gly 
15 10 15 

val Ser Ser Thr Ala Val val Phe Ala 



20 



25 



<210> 7 



<211> 18 



<212> DNA 



<213> Artificial sequence 
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<220> 



<223> Description de la sequence artificielle: amorce PCR 

<400> 7 

ctaatgagcg ggcttttt 



18 



<210> 8 

<211> 35 

<212> DNA 

<213> Artificial Sequence 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle: amorce PCR 

<400> 8 

gctctagagc gggatccttc atcgaaactc ttcag 35 

<210> 9 

<211> 1100 

<212> DNA 

<213> Lactococcus lactis 

<220> 

<221> -35_signa1 

<222> C295)..C300) 
<223> 

<220> 

<221> -10_signal 

<222> (318) . . C323) 
<223> 

<220> 

<221> RBS 

<222> C343) . . (348) 

<223> 
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<220> 

<221> misc_feature 

<222> (362)..C362D 

<223> N represents A, C, G ou T 

<220> 

<221> misc_feature 

<222> C412) . . (412) 

<223> N represente A, C, G ou T 

<220> 

<221> mi sc_f eature 

<222> C445)-.(445) 

<223> N represente A, c, G ou T 

<220> 

<221> RBS 

<222> (780) . . (786) 

<223> 



<400> 9 



cacaggaaac 


agctatgacc 


atgattacgc 


caagctcgaa 


attaaccctc 


actaaaggga 


60 


acaaaagctg 


ggtaccgggc 


cccccctcga 


ggtcgacggt 


atcgatagcc 


cgcctaatga 


120 


gcgggctttt 


ttttgatatc 


gaattacccg 


ggaattcaga 


tctttgatca 


aggatctgtc 


180 


agctggttca 


actagcggtg 


gtcaaactgt 


tagtaataaa 


acttattgtt 


ttgatgttcg 


240 


gcttaaggat 


ggaaggattt 


ttcaaataaa 


aaagtaaaaa 


ataatgttaa 


ctggttgaca 


300 


ttatttttac 


tttgctatat 


aattaaccag 


taaactaatt 


atggaggaca 


aaatactatg 


360 


antttagcaa 


atcaaatcga 


ccagtttctt 


ggggcaatta 


tgcagtttgc 


anaaaacaag 


420 


catgaaatat 


tactcggcga 


atgcnaaagt 


aatgttaagc taacaagcac gcaagaacat 


480 


atcttaatga 


ttctagctgc 


agaggtttcg 


acaaacgcga 


gaattgccga 


gcaactcaag 


540 


atttcgccag 


cagcggtaac 


taaagctctc 


aaaaaattac 


aagagcaaga actgattaaa 


600 


tcaagtcggg 


caacaaatga 


cgaacgcgta 


gtcctttgga 


gcctgacaga 


aaaagcaatt 


660 


cTca'gtt'gtta' 


■a*a'ga'a'catgc~ tgctcat cat' 


-gagaaa^ctc Laagtaccta- 


-ccaagaatta 


— ?20- 


ggagacaaat 


ttactgacga 


agaacaaaaa 


gtgataagtc 


aattcttatc 


agtacttacg 


780 


gaggagtttc 


gatgaagaaa 


atattgatgt 


tatttgctat 


tccggcagtt 


ttacttcttg 


840 
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ctggttgtca aaaaacagca gacaaaccag aagttgtgac aacttttgag ccgatgtatg 900 

aatttacgaa agcgattgtt ggagataagg ttaaaattga aaatattgtt ccggcgaatc 960 

aagaagttca cgaatttgaa ccgagtgcca ttacgaaaaa aatggtagaa aatgcaaaga 1020 

aaattgaagt cgagtttgac aaaggtcaaa gaactgataa atatggacgt ggcttagcgt 1080 



<210> 10 

<211> 160 

<212> DNA 

<213> Lactococcus lactis 
<220> 

<221> -3 5_signal 

<222> (123). .C128) 
<223> 

<220> 

<221> -10_signal 

<222> (146)..C151) 
<223> 

<400> 10 

gatctgtcag ctggttcaac tagcggtggt caaactgtta gtaataaaac ttattgtttt 60 
gatgttcggc ttaaggatgg aaggattttt caaataaaaa agtaaaaaat aatgttaact 120 
ggttgacatt atttttactt tgctatataa ttaaccagta 160 

<210> 11 

<211> 27 

<212> DNA 

<213> Arti f i ci al Sequence 



atatttatgc tgatggaaaa 



1100 



<220> 



<223> Description de la sequence artificielle: amorce PGR 
<400> 11 

gttctaagga tccattaact taaggag 



27 
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<210> 12 
<211> 28 
<212> DNA 

<213> Artificial Sequence 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle: amorce PGR 
<400> 12 

aagtagatgc atcagcaaat acaacggc 

<210> 13 
<211>' 27 ' 
<212> PRT 

<213> Artificial sequence 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle: peptide 
<400> 13 

Met Lys Lys lie Asn Leu Ala Leu Leu Thr Leu Ala Thr Leu Met Gly 
15 10 15 

val ser ser Thr Ala val Val Phe Ala Asp Ala 
20 25 

<210> 14 
<211> 10 
<212> DNA 

<213> Artificial Sequence 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle: lieur d' insertion 
<220> 

<221> misc_feature 
<222> CI) . . (2) 

<223> N represente A, C, G ou T 



<400> 14 
nnatgcatca 
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